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ABSTRAK

Latar belakang: keloid merupakan jaringan parut yang tumbuh secara abnfimal yang
biasanya akan muncul pada penyembuhan luka yang tidak disempurna. Keloid lebih sering
terjadi pada orang yang berkulit gelap dengan angka kejadian 4.5-16%. Penyebab
munculnya keloid adalah proliferasi sel fibroblas yang abnormal. Daun jambu biji
mengandung quersetin dan asam oleonolat yang diduga mempunyai potensi sebagai anti
keloid.

Tujuan: penelitian ini bertujuan untuk menentukan potensi ekstrak daun jambu biji
sebagai anti keloid melalui penentuan efek sitotoksik, antiproliferasi dan induksi
penghambatan pada siklus sel.

Metode: pada penelitian ini digunakan ekstrak etanol daun jambu biji. Uji sitotoksisitas
dan penentuan kinetika proliferasi sel fibroblast, NIH3T3 dilakukan dengan metode MTT.
Efek modulasi terhadap siklus sel ditentukan dengan metode flowsitometri.

Hasil penelitian: uji sitotoksisitas dengan variasi konsentrasi ekstrak (0-500 ug m/L)
menunjukkan efek sitotoksik yang sedang (IC50 268 pg/ml). Pengujian kinetika prolifersi
dengan konsentrasi33, 67 dan 134 ug/ mL. ekstrak dengan konsentrasi 134 ug/ mL
menunjukkan penghambatan kinetika proliferasi terbesar. Hasil uji flowsitometri
menunjukkan ekstrak jambu biji menyebabkan akumulasi sel pada fase Go/Gi.
Kesimpulan: ckstrak jambu biji mempunyai potensi sitotoksik sedang dan mampu
menekan laju proliferasi sel fibroblast melalui induksi penghambatan siklus sel pada fase
Go/G1 dan induksi kematian sel. Ekstrak jambu biji mempunyai potensi untuk
dikembangkan sebagai anti keloid.

Kata kunci: antikeloid, antiproliferasi, ckstrak daun jambu biji (Psidii guajava), sel
fibroblast NIH3T3, siklus sel

PENDAHULUAN
Keloid merupakan jaringan parut

pada usia 10 sampai 30 tahun (Alaster ef
al., 2003).

abnormal yang sering dijumpai dalam
proses penyembuhan luka. Pertumbuhan
jaringan tersebut disebabkan oleh sintesis
dan deposisi tidak terkontrol dari kolagen
Ehdadermis (Sukasah, 2007). Kasuskeloid
lebih sering terjadi pada orang vang
berkulit gelap dengan angka kejadian
sebesar 4.5-16% dan umumnya terjadi

Proses penyembuhan luka melalui4
fase yaitu: fasec hemostatis. fase inflamasi,
fase poliferasi dan fase maturasi (Orsted
et al, 2011).Keloid muncul pada fase
proliferasi dalam proses penyembuhan
luka. Selfibroblas dan myofibroblasts
akan memicu produksi yang berlebih
protein matriks ekstraselular. Sel fibroblas
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bersama sel keratinosit dan  mast
berproliferatif memproduksi kolagen yang
sangat berlebih dan membuat matriks
ekstraselular menumpuk di bawah dermis
(Yeetal, 2015).

Pengobatan keloid dapat dilakukan
dengan beberapa cara diantaranya dengan
radiasi, radioterapi intersitial,
triamsinolon, 5-fluorourasil, bleomicin,
interferon alfa, cryotherapy, pemberian
silicon gel, terapi tekanan. laser dan
metotrexat (Kakar et al, 2003).
Pengobatan yang telah dilakukan belum
efektif. Beberapa penelitian juga telah
membuktikan secara invitro dan invivo
beberapa  senyawa  dari  tanaman
mempunyai aktifitasi antikeloid antara
lain quercetin dan asam oleanolat. Kedua
senyawa tersebut dapat menghambat
ekspresi mRNA TGF- 1, MMP-1, TIMP-
1. dan P311 dan mengurangi produksi
protein TGF- 1 dan kol agen tipe I dan III
yang berperan penting dalam
pembentukan keloid (Ye ef al., 2015).
Daun jambu biji mengandung minyak
atsiri, flavonoid, terpenoid dan saponin
(Zakaria dan Mohd, 1994: Li ef al., 1999).
Asam oleanolat juga telah diisolasi dari
daun jambu biji (Arina dan Danno, 2002).
Flavonois yang terkandung dalam daun
jambu biji adalah myricetin, quercetin,
luteolin dan kaempfe rol (Vargas ef al.,
2006). Penelitian ini menunjukkan ekstrak
daun jambu biji (EDJ) mempunyai
kemampuan menghambat kinetika
proliferasi sel fibroblast dan menyebabkan
sel terakumulasi pada fase GO/Gl. EDJ
mempunyai potensi untuk dikembangkan
sebagai agen anti keloid.

METODE
Bahan

Bahan yang digukan dalam penelitian
ini adalah daun jambu biji. etanol 70%.
EDJ, sel NIH3T3, DMEM (Gibco), Fetal
Bovine Erum (FBS) 20% (v/v),
penisillin-streptomisin 1 % (v/v) (Gibco),
fungizon 0.5%. MTT, Phosphat Buffer
Saline (PBS) pH 7, Tripsin-EDTA 0,25%,

RNAse, Propidium iodida. Alat yang
digunakan dalam penelitian ini adalah
perkolator. rotary evaporator. chamber,
lempeng KLT. mikroskop inverted, 96-
well plate, 6-well plate, inkubator CO2,
ELISA reader dan flowcytometer Guava.

Metode
Pembuatan Ekstrak

Serbuk simplisia daun jambu biji
diekstraksi etanol 70% dengan metode
perkolasi, hingga diperoleh ekstrak cair
yang  kemudian diuvapkan dengan
menggunakan rotary evapotaror sehingga
diperoleh ekstrak kental daun jambu biji
(EDJ).

Identifikasi golongan senyawa kimia
dengan KLT

Identifik@l  kandungan senyawa
ekstrak EDJ dilakukan dengan kromatografi
lapis tipis (KLT). Fase diam yang
digunakan adalah silica gel F254 Fase
gerak yang digunakan adalah
kloroform:aseton:asam formiat (10:2:1)
untuk flavonoid dan n-heksan : etil asetat

(7:3) untuk terpenoid, dengan
menggunakan pereaksi semprot Sitroborat
dan Anisaldehid H2S04.

Uji sitotoksik dan proliferasi dengan
metode MTT

Sel fibroblast dengan konsentrasi
1x10% sel/sumuran (uji sitotoksisitas) dan
5x10°  scl/sumuran (wji  proliferasi)
diinkubasi selama 24 jam. Media dibuang
dan dicuci PBS, kemudian ditambahkan
sampel (0-1000 ug /mL) (uji sitotoksisitas)
Ehn (33. 76, 134 ug /mL) (uji proliferasi)
diinkubasi kembali selama 24 jam (uji
sitotoksisitas) dan 24, 48 dan 72 jam (uji
proliferasi), seclanjutnya media kultur
dibuang dan dicuci dengan PBS. Pada
setiap sumuran ditambahkan MTT 0.5
mg/ml dan diinkulfghi 4 jam, 37°C. Setiap
sumuran ditambah 100 ul SDS 10% dalam
0.1 N HCL. Plate dibaca dengan ELISA
reader * 570 nm setelah




dengaf] menggunakan analisis probit

diinkubasi semalam dan digovang dengan dalam program SPSS 16.0 for windows .

shaker. HASIL PENELITIAN

Uji  Siklus Sel dengan metode Ek::tl:ak l\l')a.un Jarpbu ?lﬂl o
Flowsytometry . lslrab y émg dﬁero ¢ . berupa ¢ ls;tra
) 4 cental, berbau khas, berwarna hijau

Sel  dengan 4l\®dalan 25x10 kecoklatan dan berasa pahit. Randemen
sel/sumuran (25x107 sel/1000 pL MK) ckstrak yang diperoleh 23,66 %.
didistribusikan ke dalam sumuran 6-well Rendemen tersebut memenuhi persyaratan
pfa!e dan diinkubasikan selama semalam yang men}:atakan randemen ekstrak kental

dan diberi perlakuan EDJ (33 dan 134 ug daun jambu biji lebih dari 12,3 % (Depkes
/mL). Setelah 24 jam inkubasi sel dipanen RI, 2008).

dan diberi reagen PI untuk selanjutnya
dibaca menggunakan flowsitometer. Hasil
pembacaan dianalisis menggunakan cell
guest untuk mengetahui profil sebaran sel
dalam siklus sel.

Hasil Uji Identifikasi Kandungan
Golongan Senyawa Kimia Ekstrak
Daun Jambu Biji (Psidii guajava)

Hasil uji identifikasi senyawa terpenoid
dengan KLT  menunjukkan  EDJ
mengandung senyawa flavonoid dan

terpenoid (Gambar 1 danTabel 1).

Flavonoid Terpenoid

Analisis Hasil

Hasil pengukuran absorbansi
digunakan untuk menghitung presentase
kehidupan  sel. untuk  selanjutnya

digunakan untuk menentukan nilai IC50

Gambar 1.Identifikasi kandungan golongan senyawa kimia EDE dengan metode
KLT. Kandungan golongan senyawa EDJ diamati langsung, setelah disemprot
dengan reagen semprot dan di bawah UV 366 nm (gambar kiri ke kanan).

Tabel 1. Identifikasi kandungan golongan senyawa dengan metode KLT.

Kandungan Sinar Tampak UV 366 Hasil

kimia Tanpa Tambah Tanpa Tambah
pereaksi percaksi percaksi percaksi
semprot semprot semprot semprot

Flavonoid sitroborat - Hijau Hijau Hijau +

pudar kekuningan
Terpenoid anisaldehid - Ungu Merah Merahungu +
asamsulfat
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Hasil uji proliferasi menunjukkan EDJ
menyebabkan penghambatan  kinetika
proliferasi sel fibroblast yang berbanding
lurus dengan konsentrasi (Gambar 2).

Uji Siklus Sel Dengan Metode
Flowcytometry

Hasil uji siklus sel menunjukkan EDJ
menyebabkan penghambatan siklus sel
pada fase Go/G1 (Gambar 3 danTabel 2).

Uji Sitotoksik Menggunakan Metode
MTT

Nilai IC50 yang didapat yaitu 268
pg/ml nilai IC50 tersebut dianalisis
menggunakan  analisis  probit.Suatu
ckstrak dikatakan toksik jika IC50<1000,
pg/ml (Adenan et al., 2012).

Uji Proliferasi Pada Sel Fibroblas

0,8 —&— KONSENTRASI 33,5
- KONSENTRAS| 67

0,6 #— KONSENTRASI 134
KONTROL SEL

0,4

Absorbansi

0 24 Waktu (Jam) 48 72

Gambar 2.Penghambatan kinetika proliferasi EDJ pada sel fibroblast NIH3T3.

EDJ 34 uga’le EDJ 134 ug/mL

1

debdl‘ 3. Induks1 dkumuldm sel flbmh]ast [)d[ld fase G0O/G1 setelah perlakuan EDJ.

Sel fibroblast, 25x10 dan diberi perlakuan EDJ dan diukur DNA content-nya
dengan flowsitometer.

,,,,,

Tabel 2. Akumulasisel fibroblast pada setiap fase siklus sel setelah perlakuan EDJ.

Perlakuan Fase sel (%)
Sub G1 G0/G1 S G2/M
Kontrol sel 37 455 15 31.2
Konsentrasi 34pug/ml 11.5 49.6| 109 22,1
Konsentrasi 134 pg/ml 17.1 62,8 67 11,9
PEMBAHASAN Emodin, Resveratrol, Tan IIA, Curcumin,
Kandungan senyawa kimia dari Dihydroartemisinin, Arteannuin, Panax

notoginseng saponins (PNS), Oleanolic
Acid, Hirudin dan Xiamenmycin (Ye ef

tanaman yang telah diteliti memiliki
aktivitas anti keloid antara lainl0-

Hydroxycamptothecin (HCPT), Angelica
naphtha, Asiaticoside. Matrine, Quercetin,

al., 2015). Olcanolic Acid, dan quersctin
dengan mekanisme menghambat ekspresi
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mRNA TGF- [, MMP-1, TIMP-1, and
P311 dan mengurangi produksi protein
TGF- 1 dan kolagen tipe I dan III (Ye ef
al., 2015), Daun jambu biji mengandufZ8
minyak atsiri dengan komponen utama o-
pinene, B-pinene. limonene, mentol,
terpenyl  asetat, isopropil alkohol,
longicyclene, caryophyllene.p-bisabolene,
cineol, caryophyllene oksida,f-copanene,
farnesene, humulene. selinene, dan
cardinene (Zakaria dan Mohd, 1994; Li ef
al., 1999). Flavonoid, saponin dan asam
oleanolic telah diisolasi dari daun jambu
biji (Arima dan Danno, 2002). Flavonoid
yang lekan@ng dalam daun jambu biji
antara lain myricetin (208.44 mg kg-1).
quercetin  (2883.08 mg kg-1), luteolin
(51.22 mg kg-1) dan kaempferol (97.25
mg kg-1) (Vargas ef al., 2006). Penelitian
ini juga mengkonfirmasi kandungan
golongan  senyawa  yang  diduga
bertanggungjawab secbagai antikeloid,
yaitu flavonoid dan terpenoid. dan
terbukti EDJ posistif mengandung kedua
golongan senyawa tersebut.

Ekstrak etanol daun jambu biji (EDJ)
menyebabkan penurunan viabilitas sel
yang berbanding lurus dengan
peningkatan Konsentrasi perlakuan. EDJ
memiliki potensi ketoksikan yang sedang
(268 pg/ml). Hasil wuji proliferasi
menunjukkan EDJ dapat menghambat laju
kinetika proliferasi berbanding lurus
dengan konsentrasi ekstrak. Golongan
senyawa flavonoid dan  terpenoid
mempunyai kemampuan menghambat
ekspresi mRna dan mengurangi produksi
protein (Ye ef al., 2015) yang diduga
berkorelasi dengan efek antiproliferatif
dari ekstrak tersebut. Untuk mengetahui
pengaruh penghambatan tersebut pada
fasc dalam siklus sel, dilakukan uji
flositometri. EDJ dapat menyecbabkan

akumulasi sel pada fase Go/G1 (G1 arrest)

dan sub Gi. Perlakuan EDJ menyebabkan
penghambatan pada fase awal siklus sel
vaitu pada tahap persiapan dengan
aktivitas utama sintesis protein yang

digunakan  untuk  replikasi DNA

kromosom pada fase S. Selain itu EDJ
juga dapat menyebabkan induksi kematian
sel yang ditandai dengan semakin
meningkatnya persentase sel pada sub Gi
yang menandakan sel kemungkinan besar
mengalami fragmentasi DNA. Kematian
sel yang ditandai dengan akumulasi pada
sub Gi diduga melalui mekanisme
apoptosis.

Quercetin telah terbukti secara in vitro
dapat mengurangi proliferasi  pada
fibroblas yang berasal dari bekas luka
keloid dan mengubah jalur signaling
intraselular dan sintesis kolagen (Ye ef al.,
2015). Quercetin tidak hanya menghambat
proliferasi fibroblast dan menyebabkan G1
arrest, tctapi juga dapat menghambat
kontraksi FPCL (TT ef al.,2003). Saulis ef
al (2002) telah membuktikan secara in
vivo, mederma (senyawa aktif allium
cepa, turunan  kuersetin)  mampu
memperbaiki organisasi kolagen dan
berpengaruh pada patofisiologi bekas luka
hipertrofik. EDJ terbukti memiliki potensi
menghambat pertumbuhan berlebihan sel
fibroblast yang menyebabkan
terbentuknya keloid. Efek tersebut diduga
disebabkan karena kandungan flavonoid
dan terpenoid dalam ekstrak tersebut.

KESIMPULAN

Ekstrak daun jambu biji (EDJ)
mempunyai potensi sitotoksik sedang dan
mampu menckan laju proliferasi sel
fibroblast. EDJ menyebabkan induksi

penghambatan siklus sel pada fase Go/G1
vang diduga akan mengarahkan kematian
sel melalui apoptosis. Ekstrak jambu biji
mempunyai potensi untuk dikembangkan
sebagai anti keloid.
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